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論　文　内　容　要　旨
〔目　的〕
関節軟骨の破壊には種々の蛋白分解酵素の中でもcollgenase、gelatinase、StrOmelysinから
成るメタロプロテアーゼが重要な役割を果たしている。また、これらのメタロプロテアーゼと捨
抗するtissueinhibitorofmetalloproteases（以下TIMPと略す）が体内に存在していることが
最近明らかにされた。筆者は種々の破壊性関節疾患の病因に対する滑膜の関与を研究するために
滑膜組織におけるTIMPの免疫組織学的局在を調べた（研究1）。さらに関節滑膜における
TIMPとstromelysinとの二重染色を行いTIMPとこれと桔抗関係にあるメタロプロテアーゼと
の関連性を調べた（研究2）。
〔方　法〕
研究1．関節滑膜におけるTIMPの免疫組織化学的局在。対象は慢性関節リウマチ（以下RA
と略す）8例、変形性関節症（以下OAと略す）9例、外傷性関節炎（以下TAと略す）2例の
合計19例である。対照として膝棚障害及び足関節離断を行った患者の滑膜を用いた。方法は手
術時に採取した滑膜を速やかに細切し、1〟Mのmonensinを添加したRPMI1640（FCS15％）
培養液で3時間培養後、PLP固定を行いOCT－COmpOundに包哩し凍結切片を作製した。続いて
抗TIMPモノクローナル抗体（富士薬品工業製）を一次抗体としたABC法を施行LTIMPの存
在部位を光顕下に調べた。さらに代表的切片からTIMP陽性細胞密度を求めた。細胞数の算定
はマイクロメーター使用下に滑膜表層細胞、表層下滑膜組織を各々5ヶ所無作為に選んで行った。
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有意差検定はStudent’st検定によった。さらに同一検体（滑膜）に対して抗TIMPモノクロー
ナル抗体を用いたABC法を施行した後、抗macrophageモノクローナル抗体（Vector）を用い
たABC法を施行した。これによってTIMP陽性細胞と滑膜A、B細胞との関係を調べた。
研究2．関節滑膜におけるTIMPとstromelysinとの関連性、RA5例、OA4例の関節手術
時に採取した関節滑膜を対象とした。方法は研究1と同様の手順で抗TIMPモノクローナル抗
体を用いたABC法を施行した後、同一検体（滑膜）に対して抗stromelysinモノクローナル抗
体（富士薬品工業製）を用いたABC法を施行し光顕下に観察した。細胞数の算定は研究1と同
様に行った。
〔結　果〕
1．関節滑膜におけるTIMPの局在性。RA患者の滑膜では滑膜表層細胞の多層化が見られ、こ
れらの細胞質内にTIMP陽性物質を多数認めた。尚、一次抗体無添加の滑膜にはTIMP陽性細
胞は認められなかった。ほとんどのOA患者及びTA患者の滑膜では、炎症細胞の浸潤は認めら
れずTIMP陽性細胞は少なかったが、滑膜表層細胞の多層化や表層下滑膜組織における炎症細
胞の浸潤を認めたものではTIMP陽性細胞を多く認めた。
2．TIMP陽性細胞の密度。滑膜表層細胞においてRA群が平均58．1±18．3％、OA群23．4±
16．9％、TA群46．7±28．6％、表層下滑膜組織ではRA群7．7±6．9％、OA群2．5±4．1％、
TA群2．2±1．5％でありRA群OA群との比較ではRA群においてTIMP陽性細胞密度が有意
に高値を示した〔滑膜表層細胞：p＜0．005、表層下滑膜組織：p＜0．05〕。
3．TIMP陽性細胞と滑膜A、B細胞との関係。TIMPとmacrophageとの二重染色の結果、滑
膜表層ではTIMPは抗macrophage抗体陽性細胞内に染色されなかった。このことからとTIMP
は滑膜表層において滑膜A細胞以外すなわち滑膜B細胞から分泌されると推測される。
4．TIMPとstoromelysinとの関係。TIMPとstromelysinとの二重染色で、滑膜表層細胞、
表層下滑膜組織における①TIMPのみ陽性の細胞②stromelysinのみ陽性の細胞③TIMPと
stromelysin共に陽性の細胞の3種類の分布を調べた。RA患者の滑膜ではstromelysin単独に
染色された細胞密度（平均16．9±10．0％）がT工MP単独に染色された細胞密度（平均2．5±2．9
％）より有意に高値を示した。〔p＜0．01〕。
〔考　察〕
関節軟骨は種々の蛋白分解酵素により破壊されるが、軟骨細胞自身による内因性破壊と滑膜細
胞などの炎症担当細胞による外因性破壊に分類される。このことから本研究は関節軟骨の外因性
破壊の証明として位置づけられる。結果として、関節滑膜においてTIMPはRA滑膜だけでな
くOA、TA滑膜にも存在した。これはTIMPの分泌がRA滑膜に特有なものでなく増殖により
多層化した滑膜表層細胞（滑膜B細胞）に存在することを示す。また、Pelletierらは培養した
ヒト軟骨細胞にIL－1を添加するとstromelysin活性はTIMP活性より上昇すると述べている。
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「本研究は、現実に関節軟骨の破壊の見られた症例の滑膜においてstromelysinのみ陽性の細胞密
度がTIMPのみ陽性の細胞密度より高値を示した。すなわち、滑膜におけるstromelysinと
TIMPの細胞密度の差（量的アンバランス）が生じるとき関節軟骨の破壊が進行すると考えられ
た。
〔結　論〕
1）RA滑膜とOA滑膜のTIMP陽性細胞密度を比較すると滑膜表層細胞、表層下滑膜組織と
もにRA滑膜にTIMP陽性細胞の密度が有意に高値を示した。2）滑膜表層細胞の中のTIMP
陽性細胞は滑膜B細胞であった。3）RA滑膜ではTIMPとstromelysinとの二重染色において、
stromelysinのみ陽性の細胞密度はTIMPのみ陽性の細胞密度より高値を示した。4）滑膜にお
けるstromelysinとTIMPとの量的バランスが崩れたとき関節軟骨の破壊が進行すると考えられ
た。
学位論文審査の結果の要旨
慢性関節リウマチ（RA）などの種々の破壊性関節疾患の病態形成に蛋白分解酵素例えば
stromelysin（SM）およびそのインヒビターであるTissueInhibitor of MetalloProteases
（TIMP）の関与が考えられている。しかし、その機序は未だ十分に解明されていない。本研究
は、ヒト関節滑膜におけるTIMPおよびSMの動態を免疫組織化学により検索したものである。
【方法】手術時に採取した関節滑膜〔慢性関節リウマチ（RA）8例、変形性関節症（OA）9
例、外傷性関節炎（TA）2例、正常対照2例〕を国定しその凍結切片をTIMP、SMおよびマ
クロファージモノクローナル抗体を用いてABC法で染色した。そして、光顧下に陽性細胞の数
をマイクロメーターを用いて算定した。
【結果】対照例ではTIMP陽性反応は認められなかった。しかし、RA、OAおよびTA例では
滑膜の滑膜表層細胞に平均23．9％から58．1％が陽性に染色された（RA：58．1±18．3％、OA：
23．9±16．9％、TA：46．7±28．6％）。免疫陽性構造は細胞質に限局し核には認められなかっ
た。症例の多かった2種の疾患について比較すると、RA例ではOA例よりもTIMP陽性細胞密
度が有意に高かった。一方、疾患群特にRAおよびOA例では、表層下滑膜組織にもTIMP陽
性細胞が認められた。この場合でもやはり、RAはOAよりもTIMP陽性細胞密度が有意に高かっ
た。
免疫二重染色法を用いて詳細に検討したところ、疾患例で見られる滑膜表層のTIMPはマク
ロファージ抗体で染まる細胞とは異なり滑膜B細胞であると結論づけられた。さらにTIMPと
SMとの二重染色では両者を共有する細胞が大半を占めることが判明した。残りのSMにのみ陽
性およびTIMPのみに陽性の細胞について分布密度を比較したところSM単独陽性細胞の方が
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多い傾向を示した。特にRA例ではその傾向は有意であった。
以上の結果から、検討した疾患群では主として滑膜表層細胞に発現されたSMが関節包内に放
出され強力な攻撃因子として作動する。しかし、これに対する防御機構も同時に発動し主として
TIMPがSM阻害にあたる。この両者の量的ノヾランスが崩れると関節軟骨の破壊を伴う症状が進
展するものと考察される。本研究の知見は、関節軟骨破壊の機構を解明する重要な手がかりを与
え、さらには臨床的な治療法への道を拓く可能性があるといえる。よって学位論文として価値あ
るものと認める。
